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研究成果の概要（和文）：本研究においては、マウス生体において転写制御領域を解析するために必須である、
極微量サンプルからの遺伝子発現、ヒストン修飾、高解像度でのクロマチン構造を解析する技術を確立した。遺
伝子発現では、mRNAや全RNAを対象としたRNA-seqを実施した。ヒストン修飾解析では、私たちが確立した微量
ChIP-seq法よりも少数の細胞で解析できる手法を導入した。またHi-C法にキャプチャープローブを組合せて、高
解像度でのクロマチン構造解析が可能となった。本来の目的であった単一細胞エピゲノム解析手法の確立は達成
できなかったが、これらの解析技術によってマウス生体由来での転写制御領域の高精度解析が可能となった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we established methods for analyzing gene expression, histone
 modifications, and chromatin structure at high resolution from very small number of cells. These 
methods are essential for analyzing transcriptional regulatory regions in the mouse tissues. For 
gene expression analysis, we performed RNA-seq for full length mRNA and total RNA. For histone 
modification analysis, we introduced methods for a smaller number of cells than our ChIP-seq method 
optimized for small amount of cells. In addition, we have combined the Hi-C method with capture 
probes to enable high-resolution chromatin structure analysis. Although we did not achieve the 
initial goal of establishing a method for single-cell epigenome analysis, these methods enable the 
high-precision analysis of transcriptional regulatory regions in mouse tissue.

研究分野： 血液学

キーワード： エピゲノム　ヒストン修飾　トランスクリプトーム
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研究成果の学術的意義や社会的意義
個体発生や臓器の形成はもちろんのこと、様々な疾患における病態理解においては、遺伝子発現がどのように調
節されているか、またどのような異常が生じているかを研究することが非常に重要です。しかし、生体由来の微
量サンプルでは遺伝子発現、ヒストン修飾などのエピゲエノム情報、高解像度のクロマチン高次構造の解析は困
難でした。本研究では、生体由来の微量サンプルを用いて、高精細にこれらの解析を行う技術を確立しました。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 一見均質に見える細胞集団においても遺伝子発現の不均質性が存在する。この不均質性は細
胞の運命決定やがん細胞の転移性・薬剤耐性と密接に関係することが明らかになりつつある。遺
伝子発現の不均質性の主因はエピゲノムの不均質性であることは疑いもなく、またエピゲノム
の不均質性を引き起こす要因の一つとして微小環境を含む組織環境が挙げられる。しかし、転写
因子の DNA 結合やヒストン修飾などのクロマチンを単一細胞かつ遺伝子座レベルで解析するこ
とは容易ではなく、また組織内のエピゲノムの不均質性を解析する技術も開発されていなかっ
た。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、生体組織内での不均一性を理解するために、極少数の細胞群を対象としたエピゲ
ノム解析を行なった。本研究課題の当初の目的は、シングルセルレベルでのエピゲノム解析手法
の確立であったが、この課題の基盤となる技術やデータとなる生体組織での転写制御領域解析
の重要性が非常に高くなった。このため、マウス生体由来の極少数の細胞を用いてトランスクリ
プトーム、エピゲノムのマルチオミックス解析を行なった。 
 
３．研究の方法 
(1) マウスからの細胞の調整 
マウス骨髄ならびに脾臓から血球前駆細胞や成熟血球細胞を調整した。各細胞集団は BD 社
FACSAria II を用いて、高純度に精製した。 
 
(2) クロマチン免疫沈降 (ChIP) 法 
これまでに私たちが確立した微量サンプルでの ChIP 法を用いた ①。抗体は、活性化エンハンサ
ーのマーカーである K27 アセチル化ヒストン H3 (H3K27ac)に対する抗体を用いた。 
 
(3) CUT&Tag 法 
Henikoff らの開発した CUT&Tag 法を改良して用いた ②。抗体は、H3K27ac に対する抗体に加え、
抑制性のマーカーである K27 トリメチル化ヒストン H3 (H3K27me3)に対する抗体を用いた。 
 
(4) RNA シーケンス (RNA-seq) 法 
mRNA を対象とした RNA-seq 法には、SMART-seq 法 (タカラバイオ) を用いた。全 RNA を対象と
した解析には、RamDA-seq 法を用いた ③。 
 
(5) ATAC-seq 法によるオープンクロマチン解析 
オープンクロマチン解析には Corces らの FAST-ATAC 法を改良して用いた ④。 
 
(6) クロマチン高次構造解析 
In situ Hi-C 法は、Rao らの手法を改良して用いた ⑤。合成キャプチャープローブ (アジレン
トテクノロジー) を用いて Hi-C ライブラリーの濃縮を行なった。 
 
(7) 次世代シーケンス解析 
イルミナ社 NextSeq500 を用いてシーケンスを実施した。得られたシーケンスはナベインターナ
ショナル社製解析サーバーを用いてデータ解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)生体由来の微量サンプルでのトランスリプトーム解析 
 まず生体由来の微量サンプルを用いて遺伝子発現解析を行なった。
約 1500 個の造血幹細胞で mRNA を対象とした RNA-seq を行なった結
果、約 1万 3000 個の遺伝子が検出されたのに加えて、105以上のダイ
ナミックレンジと、2 個の biological replicate 間で非常に高い相
関が得られた（第 1 図）⑥。さらに、本法では mRNA 全長が検出され
た（第 2図）。この検出された遺伝子数とダイナミックレンジの広さ、
mRNA 全長の検出はシングルセル解析では得られないものである。この
ように、本解析方法は最新の技術ではないが重要な解析技術であり、
得られるデータはシングルセル解析データを補完できるものである。 
 近年、非コード RNA の重要性が明らかになりつつある。私たちは
mRNA-seq と同様に微量サンプルでの完全長トータル RNA 解析を試み
た（第 2図）。上記の mRNA シーケンスと比較して、イントロン由来 RNA
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第1図 造血幹細胞を
用いた RNA-seq 解析 



 

 

が検出されており、これに加えて転写開始点の 5’上流領域の非コード RNA が検出された。この
様に本法は非コード RNA の検出に最適であり、本データを用いて血球細胞分化で特異的に発現
する非コード RNA の解析を進める予定である。 
 
(2) 微量サンプルでのヒストン修飾解析 
 エピゲノム解析では、私たちはこれまで ChIP
シーケンスによってヒストン修飾や転写因子の
ゲノムワイド解析を進めてきた ①, ⑥。この技
術は ChIP 自体の手法を詳細に見直すことで、約
5万個の細胞で各種ヒストン修飾の解析が、約 10
万個の細胞で転写因子の解析が可能になったも
のである ①。しかし、生体内には、数万個の細胞
を得ることが困難な極少数の細胞集団が存在す
る。このような微量サンプルでのヒストン修飾の
解析を行うために、Henikoff らの開発した
CUT&Tag 法の導入を試みた ②。この CUT&Tag 法の
導入によって、数千個という非常に少ない細胞数
でのヒストン修飾が可能となった （第 3図）。今
後は、転写因子や転写調節因子などの解析へと応
用を進める予定である。 
 
(3) 微量サンプルでのオープンクロマチン解析 
 ヒストン修飾に加え、エピゲノム解析の一つとしてオープンクロマチン解析を行なった。FAST-
ATAC 法を用いることで、CUT&Tag 法と同様に数千
個の細胞でオープンクロマチン解析が可能とな
った。細胞種間で違いはあるが、概ね 1 万〜4 万
箇所のオープンクロマチン領域が同定できた（第
4図）。これらのエピゲノム解析を組み合わせるこ
とで転写因子モチーフの詳細な解析が可能にな
る。 
 
(4) 微量サンプルでのクロマチン高次構造解析 
 ヒストン修飾の解析によって遠位エンハンサーなど転写制御領域のゲノムワイドの解析が可
能になる。一方、エンハンサー数は遺伝子数よりもはるかに多く、どのエンハンサーが遺伝子発
現を制御するかを明らかにする必要がある。このために、私たちは微量サンプルでの高解像度の
クロマチン高次構造解析を試みた。クロマチン高次構造での解像度については、Rao らによって
改良された in situ Hi-C 法では従来の Hi-C 法よりも解像度が向上した。しかしながら改良さ
れた Hi-C 解析でも数億リードのシーケンスデータでは解像度は 100 kb 以上であり、エンハン
サーと遺伝子の相互作用を解析するには数十億リードという大規模なシーケンスが必要であっ
た。私たちは、Hi-C ライブラリーを RNA プロ
ーブで濃縮することで、シーケンス規模を拡
大せずに解像度の向上を試みた。この RNA プ
ローブは、Klf4 遺伝子を中心に 3 MB の領域で
設計した。ゲノムワイドの解析ではないが、2 
kB という非常に高い解像度での解析が可能と
なった (第 5図）。 
 
(5) 今後の解析について 
 本研究によりマウス生体由来からの微量サンプルでの遺伝子発現解析（mRNA と全 RNA の双方
の完全長解析）、ヒストン修飾やオープンクロマチン解析、高解像クロマチン高次構造解析の技
術的基盤を確立することができた。当初の目的であったシングルセルレベルでのエピゲノム解
析手法の確立は達成できなかったが、これらの技術が今後の礎になると期待される。 
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